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GRAU EN OPTICA I OPTOMETRIA 
 
APLICACIÓ DE RECUBRIMIENTS ANTIBACTERIANS I ANTIBIOPEL·LÍCULA SOBRE LES 
LENTS DE CONTACTE TERAPÉUTIQUES. 
RESUM 
Els bacteris utilitzen un mecanisme de comunicació anomenat Quòrum Sensing (QS) i el seu objectiu és la 
creació d'un complex auto-defensiu format per comunitats bacterianes i substàncies polimèriques 
extracel·lulars. Aquest complex que es fixa a la superfície es coneix com biofilm. Els biofilms o biopel·lícules 
bacterianes tenen un comportament que els permet crear resistència davant de diversos tractaments amb 
antibiòtics, per aquest motiu produeix la majoria de les infeccions nosocomials. 
P. Aeruginosa és un dels microorganismes més perillosos per a la nostra visió i està estretament relacionat 
amb el mal ús de lents de contacte. A més, un alt percentatge d'usuaris de lents de contacte que pateixen 
Queratitis Microbiana (QM) van presentar cultius positius en bacteris Gram negatiu, incloent P. aeruginosa. 
Alguns autors també reporten que els hidrogels de silicona (SiHi) presenten major adherència bacteriana 
que les lents de contacte clàssiques de HEMA. 
Els recobriments multicapa amb Acilasa redueixen significativament la formació de biopel·lícules produïdes 
per bacteris Gram negatiu com P. aeruginosa ATCC 10145 sota condicions estàtiques i dinàmiques. Acilasa 
va ser descrita en alguns estudis sobre catèters de silicona amb l'objectiu d'analitzar les seves propietats 
Quòrum Quenching (QQ). 
LBL (capa sobre capa) és una tècnica d'auto-acoblament simple i molt utilitzada per realitzar modificacions 
superficials, la qual cosa ha produït una gran expectació durant els últims anys a causa de la seva simplicitat 
de procediment i per l'ampli espectre d'elecció dels materials que permet utilitzar.. 
Per aquests motius, en el nostre treball, s’han realitzat recobriments LBL sobre lents de contacte de 
BalafilconA (PureVision Toric), utilitzant Acilasa i Acilasa/Gentamicina amb l'objectiu de reduir la formació 
de biopel·lícules i posar a prova les seves propietats antibacterianes contra P. aeruginosa. A més, es 
mesurarà algunes propietats òptiques i fisicoquímiques de lents de contacte per a comparar-los abans i 
després del tractament LBL. 
Els resultats mostren que els recobriments inhibeixen la formació de biofilms i que els recobriments de 
Acilasa/Gentamicina tenen més capacitat antibacteriana. Els recobriments augmenten l’angle de contacte de 
les lents en estat sec i disminueixen la seva transmitància en la zona del visible. 
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GRAU EN OPTICA I OPTOMETRIA 
 
APLICACIÓN DE RECUBRIMIENTOS ANTIBACTERIANOS Y ANTIBIOPELÍCULA SOBRE 
LAS LENTES DE CONTACTO TERAPÉUTICAS 
RESUMEN 
Las bacterias utilizan un mecanismo de comunicación llamado Quórum Sensing (QS) y su objetivo es la 
creación de un complejo  auto-defensivo formado por comunidades bacterianas y sustancias poliméricas 
extracelulares. Este complejo que se fija a la superficie se conoce como biofilm. Los biofilms o biopelículas 
bacterianas tienen un comportamiento que les permite crear resistencia frente a varios tratamientos con 
antibióticos, por ese motivo produce la mayoría de las infecciones nosocomiales. 
P. Aeruginosa es uno de los microorganismos más peligrosos para nuestra visión y está estrechamente 
relacionado con el mal uso de lentes de contacto. Además, un alto porcentaje de usuarios de lentes de 
contacto que padecen Queratitis Microbiana (QM) presentaron cultivos positivos en bacterias Gram 
negativo, incluyendo P. aeruginosa. Algunos autores también reportan que los hidrogeles de silicona (SiHi) 
presentan mayor adherencia bacteriana que las lentes de contacto clásicas de HEMA. 
Los recubrimientos multicapa con Acilasa reducen significativamente la formación de biopelículas 
producidas por bacterias Gram negativo como P. aeruginosa ATCC 10145 bajo condiciones estáticas y 
dinámicas. Acilasa  fue descrita en algunos estudios sobre catéteres de silicona con el objetivo de analizar 
sus propiedades Quórum Quenching (QQ). 
LbL es una técnica de auto-ensamblaje simple y comúnmente utilizada para realizar modificaciones 
superficiales, lo cual ha producido una gran expectación durante los últimos años debido a su simplicidad de 
procedimiento y por el amplio espectro de elección de los materiales que permite utilizar. 
Por estos motivos, en nuestro trabajo, se han realizado recubrimientos LbL sobre lentes de contacto de 
BalafilconA (PureVision Toric), utilizando Acilasa y Acilasa/Gentamicina con el objetivo de reducir la 
formación de biopelículas y poner a prueba sus propiedades antibacterianas contra P. aeruginosa. Además, 
se medirá algunas propiedades ópticas y fisicoquímicas de lentes de contacto para compararlos antes y 
después del tratamiento LbL. 
Los resultados muestran que los recubrimientos inhiben la formación de biofilms y que los recubrimientos 
de Acilasa/Gentamicina tienen más capacidad antibacteriana. Los recubrimientos aumentan el ángulo de 
contacto de las lentes en estado seco y disminuyen su transmitancia en la zona del visible. 
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GRAU EN OPTICA I OPTOMETRIA 
 
APPLICATION OF ANTIBACTERIAL COATINGS AND ANTIBIOFILM ON THERAPEUTIC 
CONTACT LENSES 
ABSTRACT 
Bacteria use a communication signalling mechanism called Quorum Sensing (QS) and its objective is to 
develop a self-defensive complex formed by bacteria communities and extracellular polymeric substances. 
This complex is attached to the surface and is known as biofilm. This behaviour of biofilms allows them to 
create resistance to various treatments with antibiotics and produces the majority of hospital-acquired 
infections as known as nosocomial infections.  
P. Aeruginosa is one of the most dangerous microorganisms for the eye and is closely related to the misuse 
of contact lenses. Moreover a high a percentage of contact lens wearers with Microbial Keratitis (MK) 
showed positive gram-negative bacteria cultures, including P. aeruginosa. Some authors report that silicone 
hydrogels (SiHi) presents higher bacterial adherence than regular PHEMA contact lenses. 
Acylase multilayer coatings significantly reduced Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 biofilm formation 
under static and dynamic conditions in an in vitro catheterized bladder model. This enzyme was testes in 
some studies on silicone catheters and other materials for analyse Acylase Quorum Quenching properties. 
Layer-by-layer (LbL) self-assembly technique is a simple, commonly used method to realize surface 
modification, which has attracted much attention because of its simplicity in procedure, wide choice of 
materials, and fine-tuning of the microstructure. LbL assembled multilayer is fabricated by sequential 
adsorption of materials with complementary functional groups employing electrostatic interactions, 
hydrogen bonding, or covalent interactions.  
For all these reasons in our work, Acylase and Acylase/gentamicin multilayer has been performed on 
BalafilconA contact lenses (PureVision Toric) using LbL technique with the goal to reduce the biofilm 
formation and test its antibacterial properties against P. Aeruginosa. Furthermore it will be measured some 
of the optical and physicochemical properties of contact lenses for compare them before and after LbL 
treatment. 
The results show that the coatings inhibit the formation of biofilms and coating Acylase/Gentamicin has 
more antibacterial capacity. The coatings increase the contact angle of the lens in the dry state and decrease 
their transmittance in the visible range. 
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1. ABSTRACT 
Introduction 
At the beginning of twentieth century, the discovery of antibiotics was the biggest 
innovation in the field of microbiology. However, in the recent years numerous studies 
about the ability of microorganisms to create resistance to antibiotics have been 
published. It is thought that this ability it is due to the extensive use of antibiotics and 
sometimes for its misuse. Moreover, during the last decade, bacterial groups, today known 
as biofilms, have been characterized. 
Biofilms, formed by microorganism aggrupation and an exopolisaccharide matrix, and it 
attaches to the surface of both living tissue and inert tissue. Biofilms grows and develops 
along five different stages: in the first stage the planktonic organisms are too small and 
weak to develop bacterial associations; at this point the development of the biofilm may 
still be reversible. The second stage consists on the creation of strong adherence of 
between microorganisms, at this point it is usually an irreversible process. The third and 
fourth phase of biofilm formation is characterized by a continued aggregation of 
microorganisms followed by their maturation. The fifth and final stage of biofilm 
formation occurs mainly due to erosion; microorganisms scatter and spread to other 
areas and surfaces to create new biofilms. 
This biofilm formation is closely related with the bacteria communication Cell to cell, 
which is known and described as Quorum Sensing (QS). This communication allows for 
microorganisms to recognize their environment and identify the number of 
microorganisms that are near. When the concentration of microorganisms exceeds a 
certain threshold, microorganisms changes its individual behaviour to start acting like as 
a component of a group. 
The way to combat these biofilms has changed slightly today. It is preferable to block the 
QS signal and therefore silencing communication between bacterial molecules. The use of 
antibiotics can promote resistance and it will increase the virulence of bacteria. 
Furthermore, P. Aeruginosa is one of the most dangerous microorganisms for the eye and 
is closely related to the misuse of contact lenses. Moreover a high a percentage of contact 
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lens wearers with Microbial Keratitis (MK) showed positive gram-negative bacteria 
cultures, including P. aeruginosa. Some authors report that silicone hydrogels (SiHi) 
presents higher bacterial adherence than regular PHEMA contact lenses. 
Layer-by-layer (LbL) self-assembly technique is a simple, commonly used method to 
realize surface modification, which has attracted much attention because of its simplicity 
in procedure, wide choice of materials, and fine-tuning of the microstructure. LbL 
assembled multilayer is fabricated by sequential adsorption of materials with 
complementary functional groups employing electrostatic interactions, hydrogen 
bonding, or covalent interactions. 
In our experimental research we have developed different coatings on silicone hydrogel 
contact lenses (HiSi, BalafilconA, PureVisio Toric, Bausch & Lomb) using the layer by layer 
method (LBL). This method for develop surface depositions was first described in the late 
90s, and was improved during recent years to develop coatings with a wider spectrum of 
applications and on a wider variety of materials. In our case polyelectrolyte deposition 
was performed by immersion contact lenses in different solutions, among which was the 
Acylase enzyme and Gentamicin antibiotic. 
Acylase enzyme was used in order to silence the communication between bacteria, and 
therefore to avoid or minimize the bacterial biofilm formation on the contact lens surface. 
Furthermore, the Gentamicin antibiotic was used in combination with Acylase enzyme to 
analyse their antibacterial properties against P. aeruginosa. In order to attach the negative 
charge of our enzyme onto the lens surface, Polyethylenimine positively charged 
polyelectrolyte (PEI) was used. Gentamicin antibiotic was used as positively charged 
polyelectrolyte too. 
Experimental procedure 
Before applying the layer by layer treatment in our contact lenses we studied Acylase 
enzyme activity, using as substrate for the reaction N-acetyl-L-methionine. Trials were 
performed for determine if there was interaction between our enzyme and the antibiotic. 
These preliminary assays were performed for characterize the Acylase enzyme.  
 Facultat d’òptica i optometria de Terrassa 
© Universitat Politècnica de Catalunya (2015). Tots els drets reservats 
9 
 
The Layer by Layer surface deposition was designed as shown in schemes 1 and 2, using 
Acylase 10 mg/ml, Gentamicin 10 mg/ml and PEI 1 mg/ml. Washing steps were carried 
out between each electro-deposition with Sodium Chloride 0,15%. The performed 
treatments were: Acylase 10 bilayers, Acylase 50 bilayers, Acylase/Gentamicin 10 bilayers 
and Acylase/Gentamicin 50 bilayers. We used a non-treated control contact lens for 
compare properties. 
After the contact lenses LbL deposition on the different samples, enzymatic activity assay 
were performed and released L-methionine concentration was measured. Moreover IR 
spectrum analysis determined that the deposition was effective.  
Besides to observe the surface deposition SEM and AFM microscopic images were 
performed, also we measured the antibacterial activity of each sample and it was 
observed the surface bacterial growth using a Live/Dead kit and a fluorescence 
microscope. 
Experimental results 
Before to do the LbL deposition, we determined that our enzyme Acylase liberated a 
concentration of 0.2186 mM L-methionine and had a protein content close to 5%. In 
conclusion, Acylase can degrade the acetyl bonds present in acetilhomoserin lactones 
(AHLs) molecules, which are involved in the process of QS. In addition it was determined 
that there was no interaction between the enzyme and the antibiotic, because the enzyme 
activity doesn’t decrease with the presence of Gentamicin. 
In the same way, after measuring the enzymatic activity with the layer to layer treated 
contact lenses, it was determined that if there was enzymatic activity in performed 
treatments. Acylase 50 bilayers had the highest enzymatic activity. 
By one hand, SEM and AFM images, shows the typical porosities of the contact lens (in the 
case of the Control untreated contact lens). By other hand, showed an effective deposition 
on the LbL treated contact lens surface. Changes in roughness and thickness of the 
material were observed in 3D and 2D AFM images. 
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On the other hand, the results showed bacterial inhibition close to 20% on Acylase treated 
lenses. Treatments with gentamicin produced close to 75% of P. Aeruginosa planktonic 
inhibition. 
The results of biofilm formation of P. aeruginosa showed that there was no presence of 
biofilm on the treated lenses. However, bacterial growth existed in all treated contact 
lenses. In Gentamicin coating, this bacterial growth may be due to resistance to the 
antibiotic. 
Conclusions 
First, we must mention that SEM and AFM images show the deposition formed on 
BalafilconA contact lenses surface using layer by layer method. It was determined that 
more layers produce a higher deposition on the surface. 
We also commented that the enzyme Acylase deposition was effective against bacterial 
biofilm formation and Gentamicin treated lenses showed a greater inhibition against P. 
aeruginosa than Acylase coatings. 
Although parameters such as power, % of water content (%Wc), total diameter or 
Posterior Radius of the Optical Zone are not affected by the layer by layer treatment, there 
are other important parameters that present variations like the wettability, measured 
with the contact angle and the visible spectrum.  The hydrophobicity results shows an 
increment of the contact angle using dry contact lenses, moreover the UV-vis was 
analysed and determinate that LbL enzymatic coating produce a decrease of 
transmittance. 
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2. MOTIVACIÓN PERSONAL DEL TRABAJO  
El principal motivo de la realización del trabajo es la obtención del título de Graduado en 
Óptica y Optometría tal y como estipula la normativa actual. 
La elección del tema: Aplicación de recubrimientos antibacterianos y antibiopelícula 
sobre las lentes de contacto terapéuticas estuvo fomentada por el Dr. de este TFG, el Sr. 
Tzanko Tzanov, haciéndome coger interés y curiosidad por este tipo de recubrimientos 
que se realizan en este trabajo,  los cuales permiten infinidad de usos y aplicaciones.  
Además, como se explica en este trabajo, la comunicación que realizan los 
microorganismos llamada “Quórum Sensing”, me pareció algo muy interesante, porque a 
pesar de existir los antibióticos des de hace muchos años (principios del siglo XX), hoy en 
día encontramos multitud de formas de resistencia, los biofilms en gran cantidad de 
superficies, tanto en tejidos vivos como en tejido inertes. Por ello, realizar tratamientos 
para evitar estas formas de resistencia me pareció algo muy motivador. 
Poder trabajar con enzimas y antibióticos fue otro punto añadido a mi motivación en este 
trabajo. 
El hecho de poder publicar algunos resultados buenos también me proporcionó 
motivación personal. 
También motivado por conocer la metodología de trabajo que se sigue dentro de un 
equipo de investigación, el cual en algunos momentos fue muy duro (por el tiempo 
invertido para la realización de algunas pruebas), pero a la vez gratificante cuando avanza 
la investigación y se observa que se van obteniendo algunos resultados mínimamente 
discutibles. 
 
  
 Facultat d’òptica i optometria de Terrassa 
© Universitat Politècnica de Catalunya (2015). Tots els drets reservats 
12 
 
3. INTRODUCCIÓN.  
Biopelículas Bacterianas, Quórum Sensing, recubrimientos LbL y materiales. 
Biopelículas bacterianas (Biofilms). 
Los biofilms se definen como comunidades de microorganismos que crecen adheridos a 
una superficie inerte o un tejido vivo, envueltos y protegidos por una matriz extracelular 
que ellos mismos han sintetizado. 
Estos biofilms representan la forma habitual de crecimiento de las bacterias en la 
naturaleza y su presencia ejerce un enorme impacto en diversos aspectos de nuestra vida, 
como son, el tratamiento de aguas residuales, la corrosión de materiales, la contaminación 
de alimentos durante su procesamiento en la industria alimentaria, el colapso de tuberías, 
la formación de la placa dental, el desarrollo de infecciones crónicas sobre tejido vivo 
(queratitis, mastitis, otitis, neumonía, infecciones urinarias, osteomielitis) o asociadas a 
implantes médicos, entre otros. 
En los últimos veinte años, ha crecido la idea de que las bacterias no se encuentran en el 
medio ambiente en una forma unicelular o libre (forma planctónica), como las estudiadas 
en el laboratorio, sino que la gran mayoría pueden encontrarse formando parte de los 
biofilms que acabamos de definir (forma sésil) (Donlan, 2002). 
La formación de biofilm es un proceso dinámico y complejo que conlleva el ataque, 
colonización y crecimiento de microorganismos. No es un proceso aleatorio sino que sigue 
una sistemática que permite su predicción (Kumar y Anand, 1998). En él podemos 
identificar hasta cinco fases: una adsorción reversible de la bacteria a la superficie, una 
unión irreversible, una fase inicial de maduración con crecimiento y división del 
microorganismo, una etapa posterior de producción del exopolímero y el desarrollo final 
de la colonia con dispersión de células colonizadoras (Figura 1). 
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Quórum Sensing 
Quórum Sensing (QS) se conoce que es una característica común de entre muchas 
especies bacterianas y que puede ser un carácter universal de las bacterias. Actualmente 
se están describiendo a un ritmo muy elevado nuevas señales QS y nuevos sistemas de 
regulación QS y se han desarrollado investigaciones sobre la comunicación entre bacterias 
individuales basada en el mecanismo de Quórum Sensing. En los ambientes naturales 
existen muchas bacterias que viven juntas y utilizan varias tipos de moléculas QS. Dentro 
de las señales específicas predominan las acilhomoserín lactonas (AHLs), aunque hoy en 
día ya se han descrito una amplia diversidad de moléculas involucradas en la 
comunicación célula-célula.  
Hoy en día, el término de Quórum Sensing hace referencia al fenómeno en el cual la 
acumulación (hasta que se alcanza un umbral límite) de moléculas QS permite a una 
bacteria individual percibir el número de bacterias (densidad celular) que tiene a su 
alrededor debido a la detección y a la reacción de dichas señales QS. Esto es suficiente 
para que las bacterias inicien la expresión coordinada de genes específicos, lo que implica 
un cambio en su comportamiento hacia una fase multicelular. Esto ocurre bajo 
condiciones apropiadas y cuando están en un número que supera un Umbral 
determinado, el cual es variable entre diferentes microorganismos y entre cepas 
diferentes de un mismo microorganismo; a este fenómeno también se le conoce como 
comunicación célula-célula o autoinducción. 
Existen dos grandes grupos de señales en Quórum Sensing: la señal intraespecífica y la 
señal interespecífica. En las bacterias Gram negativas predominan las acilhomoserín 
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lactonas (AHLs) y en las Gram positivas este mecanismo está mediado mayoritariamente 
por pequeños péptidos (Péptidos de autoinducción o AIPs) (March and Bentley, 2004). 
El transporte de las AHLs de cadenas cortas (con menos de 12 átomos de carbono) se 
produce mediante difusión simple, mientras que para las AHLs de cadenas de más de 12 
átomos de carbono, se produce mediante transporte activo como se ha estudiado en 
Pseudomonas aeruginosa (Pearson et al., 1999). 
 
Finalmente comentar que la cepa de Chromobacterium violaceum CV026 se puede utilizar 
para la cuantificación de la producción de violaceína (la cual proporciona una medida 
indirecta de la producción de moléculas QS en medio líquido). Esto se calcula como la 
relación entre la absorbancia de violaceína extraída con 1-butanol (585 nm) y la densidad 
del cultivo (a 600 nm), multiplicado por 1000, dando como resultado la actividad en 
unidades de violaceína (Blosser and Gray, 2000). 
Existen diferentes mecanismos para bloquear las señales QS, en concreto, en este trabajo 
se utilizará Acilasa I como enzima con actividad bloqueadora de las señales QS. Este 
mecanismo seria el denominado silenciacion de la comunicación entre bacterias 
bloqueando las señales QS en el medio extracelular (una vez el microorganismo ha 
liberado las moléculas QS). 
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Capa sobre capa (Layer by layer, LbL) 
LbL (Layer by layer o capa a capa) fue el método elegido para realizar el tratamiento sobre 
las lente de contacto PureVision Toric, en concreto se utilizó el método de la deposición de 
polielectrolitos con cargas opuestas. Se utilizaron Polietilenimina (PEI) i Gentamicina 
como polielectrolitos con carga positiva, y Acilasa I como polieletrolito de carga negativa. 
Hoy en día muchos estudios reflejan el uso de esta técnica en gran variedad de materiales 
y con infinitud de aplicaciones y usos. Se pueden diseñar tantas deposiciones  y 
combinadas como cantidad de polielectrolitos con carga negativa y posita existan. 
Finalmente el diseño de las deposiciones vendrá definido según la finalidad que se le 
quiera dar al tratamiento. 
Acilasa I de Aspergillus mellus. 
Acilasa I fue la enzima elegida para realizar deposiciones sobre la superficie de las lentes 
de contacto debido a sus conocidas propiedades para silenciar la comunicación entre 
bacterias, gracias a su conocida habilidad para degradar acilhomoserín lactonas (AHLs) en 
el medio extracelular. Acilasa I es  capaz de catalizar AHLs de la forma siguiente:  
 
Es importante comentar que el punto isoeléctrico de Acilasa I se encuentra entre pH 5.0 y 
6.0, de forma que a pH inferiores a 5.0 Acilasa presenta carga positiva, mientras que a pH 
superiores a 6, la enzima presenta cargas negativas. Por este motivo, durante todo el 
proceso experimenta se utilizaron soluciones tampones a pH 8.0, para asegurar en todo 
momento que la carga de Acilasa es negativa, a la vez que aseguramos una óptima 
actividad enzimática. También es importante remarcar el tamaño de Acilasa, al hacer 
referencia a una proteína funcional estamos hablando de proteínas en estado cuaternario, 
por lo tanto es fácil imaginar que estamos hablando de moléculas grandes. 
 
Imagen 3: Muestra la catálisis de AHLs por la acción enzimática de Acilasa. 
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Gentamicina 
La Gentamicina es una aminoglicósido que se caracteriza por ser antimicrobianos con 
acción bactericida contra bacilos Gram-negativos aeróbicos, su acción sobre P. Aeruginosa 
y su actividad antituberculosa. 
La familia de estos antibióticos (aminoglicósidos) está conformada por la presencia de dos 
o más aminoazúcares unidos por enlaces glucosídicos a un anillo aminociclitol. 
 
En este LbL experimental, al igual que PEI, Gentamicina se utilizó como polielectrolito con 
carga positiva. Muchos estudios presenta a Gentamicina como uno de los antibióticos con 
más susceptibilidad a crear resistencia en P. Aeruginosa. En este caso nosotros utilizamos 
este antibiótico por razones de disponibilidad. 
Polietilenimina (PEI)  
Es un polímero obtenido a partir de monómeros de etilenimina. Según su estructura 
molecular, este compuesto puede ser lineal o ramificado. En su estructura, el PEI contiene 
una gran cantidad de grupos amino, que pueden ser primarios, secundarios o terciarios, 
según si presentan dos, uno o ningún enlace con átomos de hidrógeno. El PEI lineal sólo 
presenta grupos amino secundarios, a diferencia del PEI ramificado, que contiene los tres 
tipos de grupos amino. 
Las polietileniminas lineales son sólidos a temperatura ambiente, mientras que las 
ramificadas son líquidas. Además, las polietileniminas lineales son solubles en agua 
caliente a bajo pH, en metanol, etanol y cloroformo. Son, sin embargo, insolubles en agua 
Imagen 4: Muestra la estructura molecular de Gentamicina, con gran presencia de grupos amino. 
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fría, benceno, éter etílico y acetona. Tienen un punto de fusión entre 73 y 75 °C y se 
pueden almacenar a temperatura ambiente. 
 
En nuestro caso Polietilenimina se utilizó como polielectrolito de carga positiva, para 
actuar como partícula de unión para Acilasa I, que en este caso actuará como 
polielectrolito de carga negativa. 
Es cierto que PEI presenta cierto grado de citotoxicidad, pero estudios recientes revelan 
que PEI en bajas concentraciones no provoca citotoxicidad (Ivanova et al.). 
Balafilcon A  
Balafilcon A fue el material de nuestras lentes de contacto utilizadas en este trabajo 
experimental, concretamente de las lentes de contacto PurevVision Toric de Bausch & 
Lomb. 
Es un material hidrogel de silicona de primera generación, formado por 4 polímeros 
diferentes, NVP (N-vinylpirrolidone), TPVC (tris-
(trimethilsiloxysily)propylvinylcarbamat), NCVE (N-carboxyvinyl ester) y PBVC 
(poly(dimethylsiloxy)di(silybutanol)bis(vinylcarbamate)). NVP y TPPVC se encuentran en 
mayores proporciones (C. C. S. Karlgard (2004)). 
Es interesante comentar que este material tiene un tratamiento superficial con plasma de 
base, el cual se realiza con la finalidad de evitar la deposición proteica, mediante la 
creación de grupos OH en los enlaces siloxano de la lente de contacto. Esto nos indica que 
la superficie de la lente tiene una carga negativa inicialmente, por tanto deberemos 
realizar primero deposiciones de polielctrolito con carga positiva (PEI o Gentamicina en 
nuestro caso) y a continuación el polielectrolito con carga negativa. 
Imagen 5: Muestra la estructura moléculas de PEI. 
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El contenido en agua de este material se encuentra entorno al 36% (Wc). 
También es preciso indicar que estas lentes de contacto están provistas de un colorante 
azul, el cual se comentará en el análisis del UV-vis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Imagen 6: Muestra la estructura molecular de TPVC i NVP. 
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4. OBJETIVO DEL TRABAJO 
El principal objetivo del trabajo será intentar desarrollar una deposición capa a capa de la 
enzima y antibiótico utilizados, Acilasa I y Gentamicina respectivamente, sobre las lentes 
de contacto tratadas, con la finalidad de determinar las propiedades antibacterianas (en 
concreto, frente a P. Aeruginosa ATCC 10145) y antibiopelicula bacteriana, también 
producida por P. Aeruginosa ATCC 10145. 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Medir la actividad enzimática y el contenido de proteína de nuestra enzima para poder 
caracterizarla. 
- Determinar la actividad enzimática de nuestra enzima cuando la combinamos con el 
antibiótico Gentamicina. 
- Realizar el proceso de deposición capa a capa, comprobar la actividad enzimática 
obtenida, analizar cambios morfológicos de la superficie de nuestras muestras y 
finalmente medir la actividad bacteriana producida. 
- Por otra parte se analizaran las propiedades ópticas y físico-químicas, tanto antes de 
realizar el tratamiento capa a capa como después de la deposición. Entre las mediciones  
realizadas se encuentra el contenido en agua, la potencia, el diámetro, el radio de la zona 
óptica posterior (RZOP), el ángulo de contacto y finalmente el espectro visible. La mayoría 
de mediciones se realizaron en seco por cuestiones de mejorar el manejo de las lentes de 
contacto hidrogel de silicona. 
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL. 
5.1 MATERIALES Y MÉTODOS. 
Antes de elegir el material (Lente de Contacto Hidrogel de Silicona) que utilizaremos para 
realizar nuestro tratamiento capa a capa procederemos a analizar las características de la 
enzima y del antibiótico que se utilizaron, en este caso la enzima utilizada fue Acilasa I de 
Aspergillus Mellus y el antibiótico fue Gentamicina. 
Enzimas, antibiótico, bacterias y material elegido. 
La enzima utilizada fue Acilasa I extraída de Aspergillus mellus (Sigma-Aldrich, Madrid, 
España). Esta fue la enzima utilizada como agente “Quórum Quenching o QQ” la cual 
simulará el mecanismo de inactivación de las señales “Quórum Sensing o QS”, que en 
nuestro caso, dichas señales QS las produce la bacteria Gram-negativo P. Aeruginosa ATCC 
10145 (Barcelona, España). Esta bacteria se utilizó con el propósito de la formación de la 
biopelícula bacteriana sobre nuestras lentes de contacto. 
El antibiótico utilizado fue Gentamicina 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, Madrid, España), el cual 
se utilizó para ver el efecto que causa dicha molécula al combinarla mediante el método 
capa a capa con nuestra enzima, y para comprobar los efectos antibacterianos que 
produce su deposición. 
El material de las lentes de contacto utilizadas fue Balafilcon A (PureVision Toric, Bausch 
& Lomb Incorporated). 
Actividad enzimática de Acilasa I de Aspergillus Mellus. 
La actividad enzimática de Acilasa I de Aspergillus mellus se midió mediante pruebas de 
colorimetría, utilizando como substrato N-acetil-L-metionina (NAMET, Sigma-Aldrich, 
Madrid, España) como substrato de nuestra reacción. Las muestras analizadas fueron 
Acilasa I 1 mg/ml, Control (sin enzima), Control de NAMET (para poder restar 
posteriormente la influencia del sustrato sobre la prueba colorimétrica). Para la curva de 
calibración se utilizó L-metionina en las siguientes concentraciones: 0.008 mM, 0.02 mM, 
0.04 mM, 0.08 mM, 0.16 mM, 0.32mM y 0.48 mM. 
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Para el procedimiento se añadió en un tubo 1ml de Acilasa I 1 mg/ml y se añadió a 
continuación 3 ml de Solución Tampón Tricina (100 mM y equilibrada a pH 8.0) y 1 ml de 
Cloruro de cobalto 0.5 mM (CoCl2, Sigma-Aldrich). A continuación se añadió 1 ml de 
NAMET 100 mM (el cual se preparó disolviéndose en la Solución Tampón de Tricina 100 
mM y pH 8.0). Las muestras se incubaron a 37ºC durante 30 minutos (utilizando Baño 
Termostático GRANT OLS-200), una vez transcurrido el tiempo se hirvieron a 100ºC 
durante 4 minutos.  
El producto de la reacción enzimática se midió usando el ensayo colorimétrico con 
Ninidrina (Sigma-Aldrich). 1 ml de la anterior reacción se traspasó a un nuevo tubo y se 
añadió 2 ml de Ninidrina al 2% (p/v) (la cual se preparó disolviéndose en Solución 
Tampón Citrato 200 mM y equilibrada a pH 5.0 y añadiendo Etilen glicol monometil éter 
(Sigma-Aldrich) en proporciones 1:1) y 0.1 ml de Cloruro de estaño (SnCl2, Sigma- 
Aldrich) al 1.6% (p/v). Las muestras se incubaron durante 20 minutos en agua hirviendo 
a 100ºC, se enfriaron dejando correr agua fría, se añadieron 10 ml de 1-Propanos 50% 
(Sigma-Aldrich), se transfirieron 200 μl de cada muestra en pozo de las placas 96-well y se 
midió la absorbancia a 570 nm utilizando TECAN Infinite M200 (Tecan Austria GmbH, 
Grödig, Austria). 
(Moore, S. and Stein, W.H., (1948) Journal of Biological Chemistry 176, 367-388) 
Contenido de proteína. 
Se analizó el contenido en proteína de nuestro preparado de Acilasa I de Aspergillus mellus 
con la finalidad de determinar qué cantidad de enzima tenemos en dicho preparado. Las 
muestras analizadas fueron Acilasa I 1 mg/ml y Acilasa I 2 mg/ml, para la curva de 
calibración se utilizó Solución proteica Estándar en las concentraciones siguientes: 0.05 
mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.3 mg/ml y 0.4 mg/ml. 
Se transfirieron 400 μl de cada muestra a tubos eppendorf y se añadió 50 μl de DOC 
(Deoxycholate 0.15% Sigma- Aldrich), se mezclaron bien los viales y se dejaron incubando 
durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuación se añadió 20 μl de TCA 
(Ácido tricloroacético 72%, Sigma-Aldrich). Las muestras se centrifugaron durante 10 
minutos a 13.000 rpm (utilizando Eppendorf Centrifuge 5424). 
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Se descartó el líquido sobrante de cada tubo eppendorf, se dejaron secar bien durante 24 
horas aproximadamente y se añadieron 400 μl de Reactivo Lowery y 400 μl de Agua 
destilada. Se mezcló bien con el vórtex y se incubaron las muestras durante 20 minutos a 
temperatura ambiente.  
Finalmente se añadieron a cada muestra de 200 μl Reactivo Folin Ciacalteu (Sigma-
Aldrich). Las muestras se incubaron durante 30 minutos en condiciones de oscuridad, se 
transfirieron 200 μl de cada muestra a los pozos de las placas 96-well y se midió la 
absorbancia a 750 nm utilizando TECAN Infinite M200 (Tecan Austria GmbH, Grödig, 
Austria). 
Interacción entre Acilasa I de Aspergillus mellus y Gentamicina (ensayo 
colorimétrico y ensayo de fluorescencia). 
1. El procedimiento fue el mismo que el seguido para la actividad enzimática utilizando  el 
ensayo colorimétrico con Ninidrina (Sigma-Adrich). En este caso se prepararon las 
muestras de Acilasa I 10 μg/ml, Acilasa I 10 μlg/ml sin NAMET (para eliminar la influencia 
del substrato) (ambas en proporciones 1:1 con Tampón Tricina  100 mM y pH 8.0), 
Gentamicina 10 μg/ml, Gentamicina 10 μg/ml sin NAMET, mezcla en proporciones 1:1 de 
Acilasa I 10 μg/ml y Gentamicina 10 μg/ml. La curva de calibración utilizada fue la misma 
que para actividad enzimática de Acilasa I. 
Se transfirieron 0.2 ml de cada muestra a tubos eppendorf, en los cuales se añadió 0.4 ml 
Tricina (100 mM y pH 8.0), 0.2 ml CoCl2 (Sigma-Aldrich) y 0.2 ml NAMET 100 mM (Sigma-
Aldrich). Se incubaron las muestras durante 30 minutos a 37ºC en el baño termostático 
(GRANT OLS-200) y 4 minutos más hirviendo a 100ºC. Se enfriaron las muestras dejando 
correr agua fría. 
Se transfirió 0.1 ml de cada muestra incubada anteriormente y se realizó el ensayo 
colorimétrico con Ninidrina  (Sigma-Aldrich) añadiendo 0.2 ml de Ninidrina 2% (p/v) y 
0.01 ml de SnCl2. Las muestras se incubaron 20 minutos a 100ºC, se enfriaron de nuevo las 
muestras y se añadió 1ml de 1-Propanol 50% (Sigma-Aldrich). Se transfirieron 200 μl de 
cada muestra a los pozos de las placas 96-well y se analizó la absorbancia a 570 nm 
utilizando TECAN Infinite M200 (Tecan Austria GmbH, Grödig, Austria). 
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2. La interacción entre Acilasa I de Aspergillus mellus y Gentamicina también se analizó 
mediante pruebas de fluorescencia, utilizando fluorescamina (Sigma-Aldrich), ya que 
dicha prueba presenta mayor sensibilidad que los ensayos colorimétricos con Ninidrina. 
Para este procedimiento se prepararon las muestras Acilasa I 10 μg/ml, Gentamicina 10 
μg/ml y la mezcla de Acilasa I y Gentamicina, ambas en concentraciones 10 μg/ml y en 
proporciones 1:1. Las muestras de Acilasa I y de Gentamicina se mezclaron en 
proporciones 1:1 con Solución Tampón Tricina 100 mM y pH 8.0. 
Se transfirieron 200 μl de cada muestra a tubos eppendorf, donde a continuación se 
añadieron  400 μl de Solución Tampón Tricina (100 mM y pH 8.0), 200 μl CoCl2 0.5 mM y 
200 μl NAMET 100 mM (Sigma-Aldrich). Las muestras se incubaron a 37ºC durante 30 
minutos con 100 rpm de agitación en el Baño Termostático GRANT OLS-200. 
Finalmente se añadieron 150 μl de cada muestra incuba anteriormente en los pozos de las 
placas 96-well, y a continuación se añaden 50 μl de Fluorescamina 3 mg/ml (se disolvió en 
Dimetil Sulfoxido, DMSO, Sigma-Aldrich) (en condiciones de oscuridad) a cada uno de los 
pozos anteriores. Se analizó la fluorescencia con TECAN Infinite M200 (Tecan Austria 
GmbH, Grödig, Austria) utilizando una Excitación de 390 nm y una Emisión de 470 nm. 
Preparación de la superficie de la lente de contacto. 
Como se comenta en algunos estudios (Enzyme multilayer coatings inhibit P. Aeruginosa 
biofilm formation on urinary catheters, Kristina Ivanova, Margarida M. Fernandes, Tzanko 
Tzanov, 2013), es conveniente realizar un pre-tratamiento de la superficie, el cual consiste 
en crear grupos amino a partir de los enlaces siloxano de nuestra lente de contacto.  
Para este pre-tratamiento primero se sacaron las lentes de contacto PureVision Toric de 
su envase original (lentes “unborn”), se secó el exceso de líquido durante 30 segundos 
utilizando unas pinzas de silicona y papel absorbente. A continuación se lavaron durante 
unos segundos en Agua Milli-Q (o agua desionizada), posteriormente en EtOH (96% 
Scharlau, Barcelona, España) y finalmente de nuevo en agua Milli-Q. 
La superficie de la lente de contacto fue tratada con solución de Amino-propil-trietoxi-
silano al 5% (p/v) (APTES, Sigma- Aldrich), la cual se prepara mezclando APTES en EtOH. 
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El pre-tratamiento tiene el objetivo de crear grupos amino en la superficie, con la finalidad 
de obtener una poli-electrodeposición más eficaz. 
Las muestras utilizadas fueron: Control PureVision Toric sin APTES, Control Air Optix sin 
APTES (para comparar posibles diferencias con otra lente de contacto iónica), PureVision 
Toric tratada con en 5 ml solución APTES, PureVision Toric tratada con en 10 ml solución 
APTES, Air Optix tratada con en 5 ml solución APTES y Air Optix tratada con en 10 ml 
solución APTES (en total 6 muestras). Se introdujeron las lentes de contacto, una vez 
lavadas, en 10 ml de Solución APTES 5% (p/v) durante 24 horas aproximadamente. Se 
lavaron las lentes de contacto con Agua Milli-Q, EtOH y finalmente en Agua Milli-Q para 
eliminar el exceso de solución APTES. 
La presencia de grupos amino superficiales se determinó mediante un método cualitativo 
utilizando una solución de Ninidrina (2% (p/v) Sigma-Aldrich), ya que las lentes quedan 
coloreadas con un color púrpura intenso tras la incubación, debido a la presencia de 
grupos amino en la superficie. Se introdujeron las lentes tratadas en solución APTES y los 
controles (simplemente lavados con Agua Milli-Q) en tubos eppendorf, se añadió 500 μl de 
reactivo Ninidrina al 2% y se incubaron las muestras durante 20 minutos a 100ºC con 750 
rpm de agitación utilizando Thermo Shaker Biosan TS-100. 
Como no se obtuvieron buenos resultados al tratar las lentes con APTES, y por saber que 
nuestras lentes de contacto partían inicialmente de tener una carga superficial negativa 
(debido a estar tratadas con plasma) se decidió realizar el tratamiento capa a capa sin 
realizar pre-tratamientos previos sobre la superficie de la lente de contacto.  
* El procedimiento se realizó tanto con las lentes de contacto húmedas (unborn, recién 
sacadas de su estuche) y con lentes secas (durante 24horas de secado y previamente 
lavadas en Agua Milli-Q). También se probó si existían diferencias entre tratar la 
superficie de las lentes de contacto con diferentes volúmenes de solución APTES, para ello 
se introdujeron lentes de contacto en 5 y en 10 ml de solución APTES para observar 
posteriormente posibles diferencias de coloración. Finalmente, también se probó que 
pasaba si variábamos el tiempo de lavado en Agua Milli-Q, EtOH y Agua Milli-Q, unas 
muestras se lavaron ligeramente durante unos segundos, mientras que otras se lavaron 
durante 30 minutos en cada solución (30 minutos Agua Milli-Q, 30 minutos EtOH y 30 
minutos en Agua Milli-Q, en total 1 hora 30 minutos de lavado con agitación). 
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Montaje del tratamiento capa a capa. 
El recubrimiento de las lentes de contacto se diseñó según el esquema 1, utilizando el 
método layer by layer.  Como Acilasa I tiene un punto isoeléctrico entre pH 5.0 y 6.0, y 
nosotros la utilizamos en una solución de pH 8.0 (por tanto, por encima de su pH 
isoeléctrico) Acilasa I actuará como poli-anión, ya que su carga será negativa por encima 
de dicho punto isoeléctrico. Por otra parte se utilizó Polietilenimina (PEI, PM= 25KDa, 
Polyciences, Inc. Salamanca, España) como policatión.  
En el caso del recubrimiento con Gentamicina 10 mg/ml (Sigma-Aldrich) se utilizó al igual 
que PEI como policatión. La deposición con Gentamicina (disuelta en tampón Tricina 100 
mM y pH 8.0) se realizó al igual que con PEI y que Acilasa, sumergiendo las lentes en la 
solución de Gentamicina 10 mg/ml durante 10 minutos. 
El recubrimiento se realizó sumergiendo las lentes de contacto (dentro de bolsas 
diseñadas especialmente para el procedimiento) durante 10 minutos en la solución de PEI 
1 mg/ml (disuelto en Tampón Tricina 100 mM pH: 8.0), posteriormente se sumergieron 
las muestras durante 10 minutos en solución Acilasa 10 mg/ml (en tampón Tricina 100 
mM y pH: 8.0). Entre cada deposición de polielectrolitos se realizaron pasos de lavado, 
donde las muestras se sumergieron durante 2 minutos en Cloruro de sodio 0.15 M (NaCl2, 
Sigma-Aldrich) y equilibrado a pH 8.0 para eliminar los restos de Acilasa y PEI. 
Este procedimiento se repitió diez y cincuenta veces, tanto en los recubrimientos de 
Acilasa, como en los recubrimientos Acilasa/Gentamicina. Para la deposición capa a capa 
se utilizó KSV NIMA deep coater (Finlandia) con Aplicador multi-recipiente. 
 Imagen 7: Este esquema muestra la forma en la que se realizó la electrodeposición en caso de las
muestras de Acilasa 10 y 50 bicapas. 
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Actividad enzimática en nuestro recubrimiento multicapa. 
De la misma forma que se determinó la actividad enzimática de Acilasa I, se determinará 
la actividad que conseguimos con nuestras lentes de contacto tratadas utilizando el 
método colorimétrico (ensayo con Ninidrina al 2% (p/v)).  
Imagen 8: Este esquema muestra la forma en la que se realizó la electrodeposición en caso de las 
muestras de Acilasa/Gentamicina 10 y 50 bicapas. Se depositaron 2 bicapas de PEI/ACILASA, 
seguido de 6 bicapas de GENTAMICINA/ACILASA y finalmente 2 bicapas PEI/ACILASA. 
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Se utilizó como substrato de nuestra reacción colorimétrica N-acetil-L-metionina 
(NAMET, Sigma-Aldrich). Las muestras (lentes de contacto) se introdujeron dentro de 
tubos eppendorf, a continuación se añadió 1 ml de tampón Tricina 100 mM y pH 8.0, 0.5 
ml de Cloruro de cobalto 0.5 mM (CoCl2, Sigma-Aldrich) y 0.5 ml de NAMET 100 mM (en 
tampón Tricina 100 mM y pH 8.0). Se incubaron las muestras de la misma forma, a 37ºC 
durante 30 minutos, e hirviendo (a 100ºC) durante 4 minutos. 
A continuación se realizó la determinación del producto enzimático de la reacción 
utilizando el ensayo con Ninidrina. Se transfirió 1 ml de cada una de las muestras 
incubadas anteriormente a tubos eppendorf nuevos. A continuación se añadieron 2 ml 
Ninidrina 2% (p/v) y 0.1 ml de Cloruro de estaño 1.6% (p/v) (SnCl2, Sigma-Aldrich). Las 
muestras se incubaron 20 minutos a 100ºC (con agua hirviendo en un vaso de 
precipitados de 500 ml). Finalmente se añadieron 10 ml de 1-Propanol 50% (mezclado en 
proporciones 1:1 con agua destilada), se transfirieron 200 μl a cada pozo de las placas 96-
well para ser analizada la absorbancia con TECAN Infinite M200 (Tecan Austria GmbH, 
Grödig, Austria) a 570 nm. 
De esta forma se pudo determinar la cantidad de actividad enzimática específica de 
Acilasa I  inmovilizada en la superficie de las lentes de contacto tratadas. 
Espectroscopia del Infrarrojo con Reflexión Total Atenuada de la Transformada de 
Fourier  (FTIR-ATR). 
La deposición enzimática y de antibiótico se analizó mediante FTIR-ATR usando el 
espectrómetro Spectrum 100 FTIR (PerkinElmer, MA, USA). Se analizaron las cinco 
muestras disponibles: Acilasa 10 bicapas (bilayers), Acilasa 50 bicapas, 
Acilasa/Gentamicina 10 bicapas, Acilasa/Gentamicina 50 bicapas y nuestra muestra 
control sin tratar. 
Se analizó el rango del espectro infrarrojo comprendido entre 4000 a 625 cm-1, y se 
realizaron con una resolución de 32 escaneos cada 4 cm-1. Los resultados se analizaron 
utilizando el software esencial eFTIR -3.00.019.  
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Microscopio de fuerza atómica (AFM). 
Se analizó la morfología de la superficie de las diferentes muestras (Acilasa 50 bicapas y 
nuestra muestra control sin tratar; solo se realizó el análisis de estas dos muestras debido 
a que AFM es una prueba de elevado coste económico y se realizaron como un favor 
personal) con el microscopio de fuerza atómica (AFM) utilizando Dimension 3100 AFM de 
Veeco. Las imágenes se analizaron y se procesaron utilizando el software Nanotec WSxM 
(Horcas et al. 2007). 
Microscopio electrónico de barrido (SEM - Scanning Electron Microscope). 
Las muestras Acilasa 10 bicapas (bilayers), Acilasa 50 bicapas, Acilasa/Gentamicina 10 
bicapas, Acilasa/Gentamicina 50 bicapas y nuestra muestra control sin tratar se 
prepararon previamente depositando una fina capa de oro (para actuar como conductor) 
para poder realizar el análisis de la topografía superficial de nuestras lentes de contacto 
tratadas capa a capa y sin tratar. Para esta prueba se utilizó JEOL JSM 5610 (JEOL, Tokyo, 
Japón). 
Formación de biofilm en las lentes de contacto. 
Para poder medir la actividad antibacteriana y antibiopelículas de nuestras lentes de 
contacto tratadas mediante recubrimientos capa a capa frete a P. Aeruginosa ATCC 10145 
primero se tuvo que formar un biofilm en nuestras muestras. Para la formación de biofilm 
se preparó un cultivo P. Aeruginosa en Tryptic Soy Broth (TSB, Sigma-Aldrich) incubando 
durante 12 horas (overnight) a 37ºC. También se incubó una muestra con solo TSB, para 
posteriormente poder restar la influencia del medio de cultivo. Se realizó una medida de 
la absorbancia con TECAN Infinite M200 (Tecan Austria GmbH, Grödig, Austria) a 600 nm 
con el objetivo de poder determinar la Densidad Óptica (OD) de nuestro cultivo y así 
poder diluirla a una DO600=0.01 (para hacer la dilución se utilizó también TSB). 
Las diferentes muestras reproducidas capa a cada se colocaron dentro de pozos de las 
placas de cultivo 24-well,  a continuación se añadió 1 ml de cultivo bacteriano con 
DO600=0.01 de P. Aeruginosa ATCC 10145 a cada muestra y se incubaron durante 24 horas 
a 37ºC utilizando incubador agitador TRM-4 (Optic Ivimen System). 
Viabilidad bacteriana en los biofilms. 
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El biofilm de P. Aeruginosa ATCC 10145 se formó bajo las condiciones explicadas 
anteriormente y se analizó utilizando Live/Dead BacLight kit (Molecular proves L7012) 
Invitrogen, Barcelona, España). Este kit contiene dos tintes para ácidos nucleicos, uno de 
ellos es Syto 9 que marca toda la población de bacterias viables de color verde 
fluorescente; por otra parte contiene yoduro de propidio, el cual tiñe de color rojo el ácido 
nucleico de las bacterias muertas. 
Después de desarrollar el biofilm de P. Aeruginosa ATCC 10145 bajo las condiciones del 
apartado anterior, se lavó cada muestra tres veces con Cloruro de sodio 0.9% y pH 6.5 
(NaCl2, Sigma-Aldrich), se añadió la mezcla de los dos tintes (los cuales se mezclaron 
según las indicaciones, 1.5 μl Syto 9 + 1.5 μl yoduro de propidio + 1 ml Nacl 0.9% pH 6.5, 
obteniendo 3 μl de tinte por ml de NaCl2.). Seguidamente se dejaron incubar 15 minutos 
en oscuridad y se observaron las muestras utilizando microscopio de fluorescencia entre 
480-500 nm para Syto 9 con el fin de observar la población de bacterias vivas en color 
verde, y a 490-635 nm para yoduro de propidio por tal de observar la población de 
bacterias muertas en color rojo. 
Inhibición del crecimiento de P. Aeruginosa. 
Después de 24 horas de incubación de 1 ml P. Aeruginosa ATCC 10145 (en TSB)  con 
Densidad Óptica de 0.01 sobre nuestras muestras (Acilasa 10 bicapas (bilayers), Acilasa 
50 bicapas, Acilasa/Gentamicina 10 bicapas, Acilasa/Gentamicina 50 bicapas y nuestra 
muestra control sin tratar), y con la finalidad de evaluar el crecimiento planctónico, se 
extrajeron 200 μl de las suspensiones bacterianas y se introdujeron en los pozos de las 
placas 96-well y se midió la actividad inhibitoria a OD600 utilizando TECAN Infinite M200 
(Tecan Austria GmbH, Grödig, Austria). 
Propiedades ópticas y físico-químicas. 
Las propiedades ópticas analizadas en este estudio fueron varias, entre ellas: la potencia 
de las lentes de contacto, el contenido en agua, el diámetro total, el radio de la zona óptica 
posterior (RZOP), el ángulo de contacto, y finalmente el espectro visible (UV-vis). En todas 
las pruebas realizadas, las muestras analizadas fuero: Acilasa 10 bicapas (bilayers), 
Acilasa 50 bicapas, Acilasa/Gentamicina 10 bicapas, Acilasa/Gentamicina 50 bicapas y 
nuestra muestra control sin tratar. 
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La potencia de las lentes de contacto. 
Se utilizó un fontofocómetro manual de corona Carl Zeiss Jena SBM-70 (Carl Zeiss, Jena, 
Alemania) para medir la variación de potencia de las lentes de contacto. La potencia se 
midió con las lentes de contacto previamente secadas durante 24 horas y se comparó con 
la potencia que nos proporciona el fabricante, comparando así la potencia en húmedo con 
la potencia en seco. Por otra parte también se analizó la potencia de las lentes tras 
realizarse la deposición capa a capa. 
Se analizó la potencia midiendo la cara cóncava hacia abajo, para determinar así la P1 o 
potencia esférica. Por otra parte se midió también con la cara cóncava hacia arriba para 
determinar la Pvp, que en este caso al no tenerse en cuenta el grosor de centro por ser 
inferior a 1 milímetro, la potencia de vértice posterior equivale a P1 + P2, para así poder 
saber el valor del cilindro, ya que nuestras lentes son tóricas. 
% de contenido en agua (%Wc). 
El porcentaje de contenido en agua se calculó mediante la fórmula: 
%	Wc 
Peso	LC	húmeda  Peso	LC	seca
Peso	LC	húmeda
 
Para calcular el % de agua de las lentes de contacto se utilizó el método de la evaporación. 
Se pesaron las muestras (antes de tratarse mediante el método de capa a capa) en estado 
húmedo (se secaron suavemente durante 30 segundos en papel absorbente para eliminar 
el exceso de líquido) y también se pesaron 24 horas después, cuando ya estaban secas. 
Finalmente, las muestras tratadas capa a capa se rehidrataron durante 24 horas en agua 
Milli-Q para poder determinar el % de contenido en agua que volvían a absorber, para así 
compara el % de contenido en agua antes y después del tratamiento realizado sobre las 
lentes de contacto. 
El diámetro total. 
El diámetro total de las lentes de contacto se midió utilizando una regla en uve, típica para 
medir diámetros de lentes de contacto RPG, se utilizó en este caso para Hidrogeles de 
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silicona en estado seco. Las lentes de contacto se midieron en seco, y se compararon los 
diámetros antes y después del tratamiento capa a capa. 
RZOP 
El RZOP se medió de forma experimental en las lentes secas, poniendo las lentes de 
contacto con la cara cóncava hacia arriba, apoyadas sobre una regla milimetrada, y 
enfocando simultáneamente las lentes de contacto con una fuente de luz puntual (para 
que se observase con nitidez el halo de luz resultante del RZOP). Se compararon los RZOP 
de las lentes antes de ser tratadas y después. 
Ángulo de contacto 
La hidrofobicidad de la deposición capa a capa de enzima y antibiótico se analizó 
midiendo el ángulo de contacto estático utilizando KRUSS modelo DSA 100-B (Krüs, 
Hamburgo, Alemania) en el instante cero, depositando una gota de 5 μl de agua Milli-Q 
sobre la superficie de las diferentes muestras mediante el método de la gota sésil. El 
software incorporado de KRUSS  permitió la grabación en formato video de esta prueba. 
Espectroscopia del UV-vis. 
A las cinco muestras (Acilasa 10 bicapas (bilayers), Acilasa 50 bicapas, 
Acilasa/Gentamicina 10 bicapas, Acilasa/Gentamicina 50 bicapas y nuestra muestra 
control sin tratar) se les analizó el espectro visible entre 250 nm y 750 nm utilizando UV-
vis-Spectofotometer UV MINI-1240 (Shimadzu, Kyoto, Japón). 
Para el procedimiento de esta prueba, se tuvo que optimizar UV-vis-Spectofotometer UV 
MINI-1240 (Shimadzu) para poder sujetar la lente de contacto en el paso del haz de luz 
del espectrofotómetro. Para ello las lentes de contacto se colocaron entre dos porta-
objetos, y posteriormente se tuvo en cuenta la pérdida de transmitancia provocada por los 
dos porta-objetos (de un 18’2%). 
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6. RESULTADOS EXPERIMENTALES 
Caracterización de la enzima Acilasa I 
Tras realizar las pruebas colorimétricas con el ensayo de Ninidrina al 2% (p/v) y los 
cálculos pertinentes respecto la ecuación proporcionada por la curva de calibración se 
determinó que 0,2186 mM L-Metionina fueron liberados por 1 ml de Acilasa 1 mg/ml. 
Por otra parte, los resultados de contenido de proteína determinaron Acilasa 1 mg/ml 
tiene 49,6642 µg/ml de proteína, lo que nos da un contenido en proteína de casi el 5% 
(4.9% (p/p)). 
Por tanto se puede confirmar que Acilasa degrada N-acetil-L-metionina utilizada como 
modelo para comparar la degradación de las AHL’s. 
Interacción entre Acilasa I de Aspergillus mellus y Gentamicina (ensayo 
colorimétrico y ensayo de fluorescencia).  
 
       
 
 
Como podemos comprobar, tanto por el método de fluorescencia como por el método 
colorimétrico se determina que Gentamicina no afecta a la actividad de Acilasa cuando se 
mezcla con el antibiótico, ya que la mezcla Acilasa/Gentamicina en ambas gráficas 
presenta valores similares. 
Imagen 9: Gráficos resultantes de la medición de la actividad enzimática de Acilasa I, a la izquierda 
(gráfico a) actividad medida por método colorimétrico con Ninidrina. A la derecha (gráfico b) actividad 
medida por métodos de fluorescencia con Fluorescamina. 
Gráfico A Gráfico B 
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Preparación de la superficie de la lente de contacto (PROCEDIMIENTO DESCARTADO 
EN ESTE TRABAJO). 
Tras realizar la incubación a 100ºC durante 20 minutos y 750 rpm de agitación con 
Thermo Shaker Biosan TS-100 de las lentes de contacto pre-tratados con solución APTES 
al 5% (v/v), se sacaron las muestras de los tubos eppendorf, se secaron cuidadosamente 
con papel absorbente para eliminar el sobrante de Ninidrina y se observó la coloración 
producida sobre la superficie de las lentes. 
 
 
Se observan pequeñas diferencias de coloración entre nuestras lentes utilizadas 
(PureVision Toric), posiblemente debido a las diferencias de composición de los 
materiales (PureVision es Balafilcon A y Air Optix es Lotrafilcon B). Además se  pudo 
observar como ambas lentes, tanto PureVision como Air Optix adquirían una coloración 
Air Optix Control PureVision Control 
Air Optix 5ml APTES 
Air Optix 10ml APTES 
PureVision 5ml APTES 
PureVision 10ml APTES 
PureVision Control PureVision lavada ligeramente PureVision lavada 1h.30min 
Imagen 10: Muestra las diferentes coloraciones adquiridas por las lentes de contacto tras 
reaccionar con el reactivo Ninidriana al 2% (p/v) dando esta coloración púrpura intenso tan 
característica. 
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muy parecida tras 20 minutos de incubación, por tanto indica que hay una similar 
formación de grupos amino en la superficie. En cuanto al volumen de solución APTES 
utilizado fue irrelevante, ya que ambos volúmenes (5 ml y 10 ml) produjeron 
cualitativamente la misma coloración. 
Finalmente como dato curioso, se observó que al lavar durante mas rato la lente las lentes 
de contacto tratadas con solución APTES, perdían esa coloración púrpura intensa y se 
quedaban prácticamente con la misma coloración que presentaban sin tratar con APTES. 
Esto nos indica o bien que los enlaces formados son tan débiles que se pierden tras ser 
lavado el material o bien que la porosidad de la lente juega un papel importante, por 
poder retener más cantidad de solución APTES de la deseada. 
Otras observaciones realizadas fueron que las lentes de contacto tenían tendencia a 
deformarse más en presencia de solución APTES, por el hecho de ser un poco sensibles a 
substancias como el EtOH. 
Actividad enzimática en nuestro recubrimiento multicapa. 
Según los resultados obtenidos, se determinó que el recubrimiento capa a capa con 10 
bicapas (tanto en el caso de Acilasa, como en el caso de Acilasa/Gentamicina) y también 
con Acilasa/Gentamicina 50 bicapas, se obtuvo actividad pero en valores bajos. Respecto a 
las muestras Acilasa 50 bicapas presentaron mayor actividad enzimática. 
 
Imagen 11: Gráfica que muestra el resultado de actividad enzimática de las muestras Acilasa 10 
bicapas, Acilasa 50 bicapas, Acilasa/Gentamicina 10 bicapas y Acilasa/Gentamicina 50 bicapas. 
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Espectroscopia del Infrarrojo con Reflexión Total Atenuada de la Transformada de 
Fourier  (FTIR-ATR). 
Los análisis del espectro infrarrojo detectaron algunos cambios entre las muestras 
tratadas y la muestra control (Kong and Yu 2007).  
En concreto podemos observar pequeños picos entre los 3500 y 3300 cm-1, los cuales 
probablemente hacen referencia a grupos N-H (las aminas primarias producen dos picos y 
las secundarias solamente uno, en el caso de aminas terciarias no producen picos en esta 
zona. 
En la zona entre los 3000 a 2500 cm-1 encontramos pequeños picos en las cuatro muestras 
tratadas, el cual no presenta la muestra control. Esta zona hace referencia a los grupos 
ácido carboxílico pertenecientes a los enlaces peptídicos entre aminoácidos. 
 
Imagen 12: Espectro IR completo determinado (entre 4000 y 600 cm-1) mediante FTIR-ATR. 
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Microscopio electrónico de barrido (SEM - Scanning Electron Microscope). 
Como podemos ver en las imágenes del SEM, la muestra control no presenta ningún tipo 
de deposición en su superficie, lo cual nos permite observar de forma bastante clara las 
porosidades de la lente de contacto. 
Las muestras que contienen Acilasa (tanto 10 como 50 bicapas) presentan deposiciones 
de moléculas de tamaño bastante grande, en comparación con las pequeñas moléculas que 
se observan en las deposiciones con Gentamicina. 
Estas imágenes confirman la norma de que a cuantas más bicapas mayor volumen de 
deposición, tal y como afirman algunos estudios (Zhuk et Al. Self-Defensive Layer-by-
Layer Films with Bacteria-Triggered Antibiotic Release, 2014), donde se analiza como  
aumenta la aspereza o rugosidad (roughness) y el grosor (thickness) a medida que se 
incrementa el número de bicapas. 
 
Imagen 13: Ampliación de espectro IR en la zona entre los 3500 y 2000 cm-1.. 
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Microscopio de fuerza atómica (AFM). 
Los resultados de las pruebas de AFM de las dos muestras analizadas muestran la 
presencia de deposición en la superficie de la lente, corroborando junto con las imágenes 
realizadas con SEM que se produjo una electrodeposición sobre nuestras muestras. 
Se pueden observar claramente las porosidades y rugosidad del material en la muestra 
control, y hacerse una idea por el sombreado de la porosidad de la profundidad de ésta; 
por otra parte observamos como la porosidad de la LC queda prácticamente cubierta al si 
observamos el AFM de la muestra de 50 bicapas de Acilasa. En la imagen 3D también 
podemos observar el grosor de la superficie, siendo evidentemente superior en el caso de 
la muestra Acilasa 50 bicapas. 
Imagen 14: Imágenes obtenidas por SEM donde se observan las diferentes deposiciones superficiales 
en las muestras tratadas mediante LbL. Las imágenes se compararon a 5.000 y 10.000 aumentos 
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Inhibición del crecimiento de P. Aeruginosa. 
Tras realizar la medición a OD600 con TECAN, y restar posteriormente los valores del 
blanco TSB (sin microorganismo) obtuvimos los siguientes resultados sobre inhibición de 
crecimiento bacteriano. 
 
 
Podemos ver como los recubrimientos que contienen deposiciones de Gentamicina 
presenta un valor de inhibición del 75% aproximadamente, pudiéndose tratar en estos 
Acilasa 50 bilayers 
Imagen 15: Muestra las imágenes 2D y 3D topográficas de la superficie de la lente control y Acilasa 
50 bicapas. 
Imagen 16: Gráfica que muestra el % de inhibición de microorganismos en suspensión 
(planctónicos) producida por cada una de las muestras tratadas. 
 Facultat d’òptica i optometria de Terrassa 
© Universitat Politècnica de Catalunya (2015). Tots els drets reservats 
39 
 
casos de efecto antibacteriano. Las muestras con recubrimiento solo de Acilasa presentan 
menor capacidad inhibitoria, pero de todas formas se consigue un 20% de inhibición con 
10 bicapas de Acilasa. 
Viabilidad bacteriana en los biofilms. 
Después de incubar las muestras durante 15 minutos con los componentes del Live/Dead 
BacLight kit (Molecular proves L7012) Invitrogen, Barcelona, España), analizarse 
posteriormente con microscopio de fluorescencia y post-tratado de imagen para eliminar 
la gran influencia del colorante verde (Syto 9)  se analizaron las diferencias surgidas. 
 
 
Como podemos observar, en la muestra control aparece una gran masa de biofilm 
formado sobre la lente de contacto. Se confirmó la presencia de biofilm utilizando el filtro 
rojo (el cual permitía observar en rojo las colonias de P. Aeruginosa muertas, típicas de los 
biofilms, ya que al formarse biofilm, los microorganismos más internos mueren por falta 
Imagen 17: Muestra las imágenes obtenidas tras utilizar Live/Dead kit, donde se observa el 
crecimiento bacteriano superficial en cada una de las muestras (se compararon todas las muestras a 
10 aumentos). 
 Facultat d’òptica i optometria de Terrassa 
© Universitat Politècnica de Catalunya (2015). Tots els drets reservats 
40 
 
de recursos, como por ejemplo nutrientes. Comparando las imágenes con los resultados 
de inhibición bacteriana resulta curioso si más no, que a pesar de que los tratamientos 
multicapa que contienen Gentamicina presentan una inhibición bacteriana muy elevada, 
pero por el contrario en los análisis de viabilidad del biofilm se halla gran presencia de 
gran número de bacterias vivas (viables). Este fenómeno puede ser causado debido a lo 
que algunos autores reportan como resistencia de P. Aeruginosa cuando hay presencia de 
antibiótico en bajas concentraciones. (F.COBO MARTíNEZ et Al. Reportan una gran 
resistencia de P. Aeruginosa frente el antibiótico Gentamicina). 
Los resultados de los tratamientos multicapa solo con Acilasa guardan relación con los 
resultados obtenidos en la inhibición bacteriana. Acilasa 10 bicapas presenta menor 
crecimiento bacteriano que Acilasa 50 bicapas. 
Que se observe mayor crecimiento bacteriano en Acilasa 50 bicapas respecto a Acilasa 10 
bicapas, cuando los resultados de actividad enzimática eran superiores para Acilasa 50 
bicapas, puede explicarse según algunos autores debido a que la actividad específica de 
Acilasa disminuye con el aumento de la concentración (Quijano P A. et al. BISTUA 2010) 
Por último comentar que si es cierto que hay crecimiento bacteriano en todas las lentes 
tratadas, pero se ha reducido considerablemente la formación de biofilm. 
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Propiedades ópticas 
Potencia de las lentes de contacto. 
Muestra 
Potencia 
indicada por el 
fabricante 
Potencia en 
seco 
Potencia 
después del 
coating 
Acilasa 10 bicapas 
-4,00-0,75x90º 
-5.00-0.75… -5.00-0.75… 
-5.25-0.75… -5.00-0.75… 
-5.00-1.00… -5.00-1.00… 
Acilasa/Gentamicina 
10 bicapas 
-4,00-1,25x90º 
-4.75-1.25… -4.75-1.25… 
-4.75-1.00… -5.00-1.00… 
-4.75-1.00… -4.75-1.25… 
Acilasa 50 bicapas 
 -4,00-1,25x90º 
-5.00-1.25… -4.75-1.25… 
-5.25-1.25… -5.00-1.25… 
-5.00-1.00… -5.00-1.00… 
Acilasa/Gentamicina 
50 bicapas 
-4,00-0,75x90º 
-5.00-1.00… -5.25-0.75… 
-4.75-1.00… -5.00-1.00… 
-4.75-.75… -5.00-0.75… 
Control 
 
-4,00-0,75x90º -4.75-0.75… -4.75-0.75… 
-4,00-0,75x90º -4.75-1.00… -4.75-1.00… 
-4,00-1,25x90º -5.00-1.00… -4.75-1.00… 
 
Imagen 18: (tabla 1) Muestra la comparación de potencias en húmedo proporcionadas por el 
fabricante, las potencias de las lentes de contacto en seco y finalmente la potencia tras realizar el 
tratamiento LbL. 
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% de contenido en agua (%Wc). 
Muestra 
% H2O 
indicado 
por el 
fabricante 
Peso LC 
en 
húmedo 
(g) 
Peso LC 
en seco 
(g) 
% H2O 
antes del 
coating 
% H2O 
después 
del 
coating 
Acilasa 10 
bicapas 
36 
0.0358 0.0226 36.9 38.1 
0.0348 0.0201 42.2 - 
0.0372 0.0232 37.6 - 
Acilasa/Gent.
na 10 bicapas 
0.0414 0.0233 43.7 41.3 
0.0419 0.0232 44.6 - 
0.0430 0.0237 44.8 - 
Acilasa 50 
bicapas 
 
0.0410 0.0223 45.6 41.2 
0.0406 0.0229 43.6 - 
0.0398 0.0217 45.5 - 
Acilasa/Gent. 
50 bicapas 
0.0453 0.0245 45.9 46.5 
0.0415 0.0222 46.5 - 
0.0395 0.0206 47.8 - 
Control 
 
0.0420 0.0235 44.0 - 
0.0380 0.0215 43.4 - 
0.0362 0.0224 38.1 - 
 
 
Imagen 19: (tabla 2): Muestra los pesos de las lentes de contacto en húmedo, el peso en seco, el % 
de humedad antes y después del tratamiento. También se indica el % (Wc) indicado por el 
fabricante. 
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El diámetro total y RZOP 
Muestra 
Diámetro 
dado por 
el 
fabricante 
(mm) 
Diámetro 
LC húmeda 
(mm) 
Diámetro 
LC seca 
(mm) 
Diámetro 
después 
de tratar 
(mm) 
RZOP 
LC seca 
(mm) 
RZOP 
LC 
tratada 
(mm) 
Acilasa 10 
bicapas 
14.5 
14.2 11.7 11.6 8.60 8.50 
14.3 11.8 11.8 8.60 8.50 
14.3 11.8 11.8 8.60 8.50 
Acilasa/Gent.
na 10 bicapas 
14.2 12.0 12.0 8.65 8.60 
14.3 11.6 11.5 8.60 8.55 
14.4 12.0 12.0 8.60 8.50 
Acilasa 50 
bicapas 
 
14.3 11.6 11.4 8.65 8.55 
14.2 11.8 11.8 8.65 8.60 
14.3 12.0 11.8 8.60 8.60 
Acilasa/Gent. 
50 bicapas 
14.3 11.8 11.8 8.65 8.60 
14.2 11.8 11.8 8.60 8.55 
14.2 11.8 11.7 8.60 8.60 
Control 
 
14.2 11.6 11.6 8.60 - 
14.2 11.8 11.8 8.60 - 
14.3 11.5 11.5 8.65 - 
 
Imagen 20: (tabla 3): Muestra el diámetro indicado por el fabricante, el diámetro en húmedo 
determinado experimentalmente, el diámetro en seco antes y después de tratar, y finalmente el 
RZOP antes y después de tratar las muestras. 
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Como podemos observar en las tablas anteriores, respecto la lente húmeda y la lente seca 
es lógico que se produzcan cambios, tanto a nivel de potencia (cambia el radio y el índice 
de refracción), como con los diámetros y el RZOP. 
El contenido en agua es el parámetro que más variación presenta entre lentes. 
Por otra parte hay que remarcar que tras aplicar el tratamiento multicapa, tanto en el caso 
de Acilasa, como en el caso de Acilasa/Gentamicina no se producen variaciones 
significativas de los parámetros mencionados anteriormente. 
Angulo de contacto 
Tras medir el ángulo de contacto obtuvimos valores de anglos de contacto muy elevados 
en las muestras de 10 bicapas (tanto solo Acilasa, como con Acilasa/Gentamicina), a 
medida que se realizan más deposiciones, el ángulo de contacto disminuye un poco, pero 
siendo en el mejor de los casos superior 60°.  
 
A diferencia de otros autores (YONGXING QIU et al.), nosotros medimos el ángulo de 
contacto sobre nuestras lentes de contacto control y tratadas en condiciones 
Imagen 21: Muestra los diferentes ángulos de contacto de forma gráfica y visual. 
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deshidratadas, esto puede implicar grandes diferencias respecto a las lentes en estado 
hidratado. 
Como dato final sobre el ángulo de contacto podemos determinar que en peor de los casos 
(Acilasa 10 bicapas) no se sobrepasa el límite en el que la superficie ya se considera 
hidrofóbica (ángulos de contacto superiores a 90°). 
UV-vis 
Después de realizar el análisis del espectro visible de las 5 muestras, se obtuvo la 
siguiente representación gráfica: 
 ʎ (nm) 
T (%) 
Imagen 22: Representa el espectro visible  
(de 750 nm a 250 nm) de las diferentes  
muestras tratadas y su respectiva muestra  
control sin tratar. 
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Nuestra lente de contacto control seca nos da una transmitancia, del 70% a 750 nm, la 
cual sumándole el 18’2% que absorben los dos por-objetos que sujetan la lente de 
contacto hacen un total de 88’2% de Transmitancia a 750 nm. A 555 nm, punto de máxima 
agudeza visual encontramos una T(%) aproximadamente del 84%. 
Podemos comentar que a 555 nm el recubrimiento con 10 bicapas de Acilasa produce una 
disminución de la transmitancia próxima al 6% respecto la lente control. Acilasa 50 
bicapas presenta alrededor de un 12% de disminución de la transmitancia respecto el 
control. En el caso de los recubrimientos Acilasa/Gentamicina presenta una mayor 
disminución de la transmitancia presentando una pérdida del 8% en el caso de 
Acilasa/Gentamicina 10 bicapas; respecto Acilasa/Gentamicina 50 bicapas presenta una 
disminución del 22% de la transmitancia respecto a la lente control. 
A pesar de que Acilasa es una molécula más grande que Gentamicina, en este caso hemos 
obtenido transmitancias menores en los recubrimiento Acilasa/Gentamicina (tanto en 10 
como en 50 bicapas), esto nos hace pensar que posiblemente debido a la forma de 
empaquetar la Gentamicina dentro del tratamiento multicapa esto produzca una mayor 
pérdida de transmitancia que las muestras que solo contienen enzima.  
Otros aspectos identificables de la gráfica es que a partir de los 460 nm empieza a 
disminuir la transmitancia drásticamente, seguramente debido al colorante azul que 
llevan de base las lentes de contacto. Por otra parte también podemos comentar que el 
espectro visible en el UV no se alterado prácticamente. 
En la misma línea similares de investigación, hay estudios que mencionan deposiciones de 
nanopartículas lo suficientemente pequeñas (entre 15 y 20 nm) las cuales no afectan a la 
transmitancia en el UV-vis, lo cual podría ser una solución a este aspecto. (MD. IFTEKHAR, 
The transparent crab: preparation and nanostructural implications for bioinspired 
optically transparent nanocomposites). 
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7. CONCLUSIONES 
Tras realizar las diferentes pruebas sobre las lentes tratadas, se comprobó que la 
deposición mediante la técnica LbL en lentes de contacto es efectiva, demostrando las 
imágenes de SEM i AFM los cambios topográficos superficiales producidos tras el 
tratamiento superficial. 
No se pueden confirmar que el tratamiento sea efectivo a nivel antibacteriano, ya que las 
lentes solo se probaron frente al cultivo con P. Aeruginosa ATCC 10145. Las lentes que 
contenían solo Acilasa produjeron una inhibición de P. Aeruginosa en suspensión 
planctónica cercana al 20%, mientras que Acilasa/Gentamicina alcanzó el 75% de 
inhibición plantónica. 
Respecto a la capacidad inhibición de biopelículas bacterianas, podemos mencionar que 
aunque se observase crecimiento bacteriano sobre las muestras, no se detectaron restos 
formación de biofilm en las lentes tratadas, no había presencia de las características 
colonias de microorganismos muertas bajo las colonias vivas. 
Un aspecto importante a comentar, es el crecimiento de microorganismos superficiales en 
comparativa con los resultados de inhibición de P. Aeruginosa en suspensión plantónica 
en el caso de los recubrimientos que contiene Gentamicina (hay presencia de mucha 
inhibición planctónica, pero por contra, también hay presencia un elevado crecimiento en 
la superficie de la lente), existe la posibilidad de crear una propia resistencia del biofilm 
frente a Gentamicina, por ello, tal vez no sea conveniente el uso mediante LbL de este tipo 
de moléculas, sobre todo teniendo en cuenta que las lentes de contacto están íntimamente 
ligadas al ojo y a la visión, por lo que tener un biofilm que puede desarrollar resistencia a 
Gentamicina en tejidos vivos como es el ojo, puede resultar un factor de riesgo enorme 
frente a  la aparición de infecciones bacterianas. 
Por este motivo las líneas de investigación similares a la realizada en este trabajo 
prefieren realizar deposiciones de enzimas o moléculas capaces de silenciar las señales 
QS, ya que el efecto de los antibióticos no solo puede crear resistencia, sino que además 
puede aumentar los factores de virulencia y patogenia de los microorganismos. 
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A pesar de ser un recurso más eficaz frente a la formación de biofilms el uso de moléculas 
QQ para silenciar la comunicación bacteriana por tal de evitar o reducir la formación de 
biofilms que el uso de antibióticos, es destacable que los microorganismos llevan más 
tiempo en este planeta que nosotros mismos, y si a lo largo de los siglos han logrado 
establecer mecanismos de resistencia frente antibióticos y otros medios desfavorables 
para su crecimiento y colonización, es muy probable que en un futuro desarrollen 
mecanismos para evitar el bloqueo sus señales QS, creando así una especie de resistencia 
frente a moléculas QQ. 
Respecto a las propiedades ópticas, es bueno que no se produzcan alteraciones 
significativas en cuanto a potencia, % de contenido en agua, diámetro total o el RZOP. 
Pero por el contrario hay parámetros que no podemos despreciar como el ángulo de 
contacto y el espectro visible de las lentes. El ángulo de contacto es un parámetro 
importante que refleja el grado de humectabilidad de un material, de gran importancia, 
para materiales que tienen como fin ser utilizados en el campo oftálmico, ya que serán un 
reflejo de la comodidad percibida por el usuario de LC; por otro lado es evidente que la 
gran variedad de productos humectantes y acondicionadores para LC que existen en el 
mercado podría ayudar a compensar estos pobres resultados de hidrofilia obtenidos. Es 
evidente que la deposición de moléculas grandes como enzimas producirán una 
disminución de la transmitancia ya que estamos depositando una molécula opaca que 
impedirá el paso de la luz, aunque como se ha comentado en algún apartado, líneas de 
investigación que trabajan las deposiciones LbL utilizando nanopartículas de tamaño 
suficientemente pequeño consiguen crear nanofibras que no comprometen el paso de la 
luz. 
Finalmente, comentar que la deposición LbL en lentes de contacto aún debe acabarse de 
optimizar en cuanto a metodología se refiere, ya que los complejos materiales con los que 
se fabrican hoy en día las lentes de contacto hidrogel de silicona (HiSi) así como los 
recubrimientos superficiales que algunas lentes poseen, hacen complicada la realización 
de algunas pruebas analíticas. 
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